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13.1. Introduccio´n
En general se tiene la idea, acun˜ada durante el s. XX, de que existe una estrecha relacio´n entre la
estructura y la funcio´n de una prote´ına (secuencia de aminoa´cidos → estructura 3D → funcio´n), y
que una condicio´n indispensable para que una prote´ına desarrolle una funcio´n es que tenga en su
estado nativo una estructura 3D. Sin embargo, en los u´ltimos 20 an˜os los estudios han revelado que
hay un nu´mero elevado de prote´ınas que no adoptan estructuras tridimensionales definidas y realizan
importantes funciones biolo´gicas en su estado nativo. La posible utilidad de tales regiones fue sugerida
por primera vez hace 70 an˜os por Linus Pauling, quie´n especulo´ sobre su flexibilidad en la produccio´n
de anticuerpos. A nivel estructural, los primeros indicios de regiones desestructuradas en prote´ınas
surgieron cuando tan so´lo se hab´ıan determinado 20 estructuras de prote´ınas por rayos-X, en las que
aparec´ıan regiones no discernibles debido a su pobre densidad electro´nica, y que sin embargo ten´ıan
una relevante funcio´n.
Figura 13.1: Estructura de la chaperona hsp31 (pdb 1PV2). Las regiones estructuradas se muestran en
verde, y las regiones desestructuradas en blanco (regiones no definidas en pdb 1PV2). El posible orden
que se muestra de las regiones en blanco esta´ simulado en base a la estructura del pdb 1ONS (misma
prote´ına en estado monome´rico sin desorden) [7].
Esta clase de prote´ınas cuestionaba en parte el paradigma central de la biolog´ıa molecular formulado
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por Francis Crick (1958) que postula que a cada secuencia de aminoa´cidos le corresponde una estructura
tridimensional. La pe´rdida de densidad electro´nica en las estructuras de rayos-X puede surgir por un
fallo al resolver el problema de la fase, por defectos del cristal o por sucesos de eliminacio´n proteol´ıtica
accidental durante el proceso de purificacio´n de la prote´ına. Sin embargo, una explicacio´n comu´n para
la falta de densidad electro´nica es que el a´tomo, residuo, cadena lateral o segmento no observado no
disperse los X-rayos de forma coherente, debido a la variacio´n en su posicio´n de una prote´ına a la
siguiente o pro´xima, es decir, los a´tomos no observados son desordenados.
En 1978, el mismo an˜o en que el desorden funcional fue definido por cristalograf´ıa de rayos-X, la
te´cnica de resonancia paramagne´tica electro´nica (NMR) revelo´ que la cola de histona H5, altamente
cargada era desordenada y pod´ıa ser clasificada como una prote´ına desordenada o desestructurada [2].
Actualmente la literatura contiene numerosos datos de regiones desordenadas que son esenciales para la
funcio´n de las prote´ınas. Ante este escenario creo que ser´ıa conveniente revisar el concepto de desorden
en las prote´ınas y hablar mejor de ductilidad de las mismas en vez de desorden y de zonas du´ctiles en
vez de regiones desordenadas. Si bien al comienzo llamo´ la atencio´n el cara´cter desordenado respecto al
orden conocido en la prote´ınas globulares, los estudios recientes muestran la funcio´n positiva de estas
regiones altamente moldeables, y por tanto el te´rmino ductilidad, au´n no establecido para referirse a
esta caracter´ıstica, resulta ma´s apropiado.
Las prote´ınas que carecen de estructuras definidas se conocen actualmente por el nombre de Prote´ınas
Intr´ınsicamente Desordenadas (PIDs) y esta´n presentes en todos los organismos vivos. Las PIDs pue-
den contener regiones desordenadas o du´ctiles, y ser as´ı parcialmente desordenadas, o carecer de un
plegamiento estructurado en su conjunto, siendo por tanto completamente desordenadas de forma ais-
lada. Desde un punto de vista termodina´mico el desorden en una prote´ına se define como un estado
estructural random coil. El desorden puede encontrarse en bucles flexibles o giros, dominios, unio´n entre
dominios o en prote´ınas completas. Las PIDs no pueden ser descritas por una sola conformacio´n pues
adoptan mu´ltiples estructuras. Deben representarse como un conjunto de e´stas, algunas compactas,
otras extendidas, de estabilidad similar y que se intercambian a una gran velocidad, ma´s de un millo´n
de veces por segundo. La presencia de regiones desordenadas confiere flexibilidad, lo que es una ven-
taja para el reconocimiento de mu´ltiples mole´culas (ARN, ADN, otras prote´ınas, pequen˜os ligandos o
mole´culas). Las PIDs suelen desempen˜ar funciones que dependen de la unio´n a otras mole´culas, pueden
unirse a diversas dianas moleculares e incluso pueden adoptar estructuras diferentes en los distintos
complejos finales. Pueden permitir transiciones entre diferentes estados conformacionales o estructura-
les. Los procesos de unio´n de las prote´ınas desordenadas esta´n caracterizados por una baja afinidad,
es decir, las uniones son generalmente de´biles, pero en cambio son altamente espec´ıficas.
Si se quieren ampliar conocimientos sobre este tipo de prote´ınas se recomienda leer el reciente mono´gra-
fico de la revista Chemical Reviews dedicado a las PIDs [1].
Figura 13.2: Transicio´n desorden-orden en la formacio´n del complejo ubiquitina C-terminal ubiquitina
hidrolasa. En la figura de la izquierda se muestra el mono´mero ubiquitina hidrolasa (1UCH) con la regio´n
desordenada marcada en blanco y los aminoa´cidos que flanquean esta regio´n en rojo. En la figura de
la derecha se muestra el complejo formado entre la ubiquitina hidrolasa y la ubiquitina con los mismos
aminoa´cidos marcados en rojo [7].
13.2. Desorden en prote´ınas
Las PIDs se pueden caracterizar mediante diversos me´todos experimentales, cada uno con sus propios
puntos fuertes y de´biles. Sin embargo, esta caracterizacio´n resulta en la mayor´ıa de los casos parcial.
A continuacio´n se describen las principales te´cnicas experimentales usadas.
La cristalograf´ıa y difraccio´n de rayos-X, como se menciono´ anteriormente, no puede detectar regiones
desestructuradas en prote´ınas por su falta de densidad electro´nica. La mayor incertidumbre de esta
te´cnica es que, sin experimentos adicionales, no se puede definir con total exactitud si una regio´n
con falta de densidad electro´nica es un dominio PID o es el resultado de dificultades te´cnicas. Una
metodolog´ıa alternativa a la cristalograf´ıa de rayos-X convencional para estudiar prote´ınas PID es la
dispersio´n de rayos X de a´ngulo pequen˜o (SAXS).
La resonancia magne´tica nuclear (RMN) puede resolver estructuras 3D de prote´ınas en solucio´n. El
hecho de que no sea necesario cristalizar la prote´ına para resolver su estructura 3D hace que esta
te´cnica proporcione una estimacio´n menos sesgada del desorden en comparacio´n con la determinacio´n
por cristalograf´ıa y difraccio´n de rayos-X. Bajo circunstancias favorables esta te´cnica proporciona
informacio´n sobre la movilidad de cada residuo. Sin embargo, comparado con los resultados obtenidos
con prote´ınas ordenadas, los datos relativos a prote´ınas PID son relativamente escasos. Esto indica
que el estudio de prote´ınas PID con esta te´cnica tambie´n tiene dificultades. Las prote´ınas PID suelen
formar agregados a las concentraciones necesarias para experimentos de RMN, adema´s de presentar
alta heterogeneidad con interconversiones estructurales en el orden de milisegundos que ocasionan un
elevado ensanchamiento de los picos espectrales. Estas dificultades hacen que con la te´cnica de RMN
los datos sobre desorden no sean tan abundantes.
La espectroscop´ıa de dicroismo circular (CD) tambie´n puede proporcionar informacio´n estructural
de las prote´ınas en solucio´n. Los espectros de CD UV-lejano proporcionan estimaciones de estructura
secundaria y pueden distinguir entre estructuras globulares ordenadas y bucles o giros flexibles en estado
de glo´bulo fundido (carente de estructura compacta globular). Por otro lado, el CD UV-cercano muestra
picos estrechos para grupos aroma´ticos cuando se ordena la prote´ına, pero estos picos desaparecen en el
estado de glo´bulo fundido debido a la movilidad promedio de los a´tomos. La combinacio´n del uso del CD
UV-cercano y CD UV-lejano puede distinguir si se ordena una prote´ına o si se encuentra desordenada.
Sin embargo, este me´todo es so´lo semicuantitativo y no proporciona informacio´n sobre aminoa´cidos
espec´ıficos. Por tanto una limitacio´n de esta te´cnica es que no proporciona una clara informacio´n para
las prote´ınas que contienen tanto regiones ordenadas como desordenadas.
La digestio´n con proteasas proporciona indicios de la flexibilidad de una prote´ına estructurada, la
flexibilidad no es una mera exposicio´n superficial, es el factor determinante para la bu´squeda de sitios
de corte de digestio´n. Estudios han demostrado que las regiones PID tienen una hipersensibilidad a las
proteasas. As´ı, la digestio´n con proteasas es especialmente u´til cuando se utiliza en combinacio´n con
otros me´todos. Por ejemplo, la digestio´n con proteasas puede usarse con difraccio´n de rayos-X, para
resolver si una regio´n con pe´rdida de densidad electro´nica es debido a un estado de desorden. Tambie´n
se usa en combinacio´n con el dicro´ısmo circular o la espectrometr´ıa de masas.
La espectroscop´ıa de resonancia paramagne´tica electro´nica (EPR) combinada con el marcaje sitio-
dirigido de etiquetas de spin (SDSL) es una de las te´cnicas hoy en d´ıa ma´s adecuadas para estudiar la
estructura y dina´mica de PIDs. La espectroscop´ıa SDLS-EPR ha alcanzado actualmente un nivel que
hace que su aplicacio´n en este campo sea cada vez ma´s extendido [5].
13.3. Predicio´n de desorden en prote´ınas
Las te´cnicas experimentales que se han descrito anteriormente constituyen una herramienta muy valiosa
para el estudio de PIDs, aunque presentan ciertas limitaciones. Una de ella es la identificacio´n de este
tipo de prote´ınas en estudios post-geno´micos. En el caso del proteoma humano, hasta la fecha se han
identificado unas 600 prote´ınas total o parcialmente desestructuradas y se ha descrito su funcio´n por
medio de te´cnicas experimentales. Pero este nu´mero so´lo constituye una pequen˜a parte del total de
prote´ınas estimadas. Ante este panorama un enfoque bioinforma´tico resulta indispensable para avanzar
en la identificacio´n y caracterizacio´n de PIDs.
Los primeros me´todos bioinforma´ticos se basaron en los primeros estudios teo´ricos de prote´ınas in-
dividuales. Estos estudios suger´ıan que despue´s de ser sintetizada una cadena de aminoa´cidos para
producir una prote´ına, la cadena se pliega de una manera que depende de su composicio´n. En concreto,
los aminoa´cidos voluminosos e hidrofo´bicos (los que repelen las mole´culas de agua, que de forma natural
rodean a las prote´ınas) se situ´an en el interior de la mole´cula prote´ıca. Por el contrario los aminoa´cidos
que se colocan en la superficie plegada de la misma suelen ser pequen˜os e hidrof´ılicos (interaccionan
con las mole´culas de agua circundantes).
As´ı, en los inicios, el planteamiento subyacente a los me´todos computacionales de prediccio´n de desor-
den era comparar las secuencias de aminoa´cidos de las prote´ınas que se conoc´ıan como PIDs con las
que presentaban formas plegadas r´ıgidas. Los primeros ca´lculos realizados por Dunker en 1997 descu-
brieron que las PIDs presentaban mayor nu´mero de aminoa´cidos hidrof´ılicos que las prote´ınas r´ıgidas o
compactas. Por tanto la relacio´n entre aminoa´cidos hidrofilicos e hidrofo´bicos podr´ıa predecir el grado
de desestructuracio´n o desorden de una prote´ına concreta.
Los me´todos computacionales desarrollados hasta la fecha se basan en distintos tipos de ca´lculos y
aproximaciones. Segu´n esto los podemos clasificar en 3 tipos: a) me´todos basados en ca´lculos Ab-initio,
donde las predicciones se apoyan solamente sobre la informacio´n de la composicio´n de la secuencia
prote´ıca y utilizan te´cnicas como redes neuronales o clasificadores bayesianos entre otros; b) me´todos
basados en moldes en los que se examinan estructuras (o no estructuras) de secuencias similares; c)
me´todos basados en meta-predicciones que combinan las predicciones de varios me´todos computacio-
nales.
A continuacio´n nos detendremos en analizar los me´todos basados en ca´lculos Ab-initio. Estos me´to-
dos utilizan medidas matema´ticas de la composicio´n prote´ıca. Las regiones desordenadas tienen baja
complejidad por lo que los primeros me´todos computacionales que se desarrollaron se basaron en me-
didas matema´ticas que distinguen entre regiones de secuencia de prote´ınas globulares y no globulares.
Las estructuras globulares se caracterizan por ser compactas y estar determinadas por secuencias de
aminoa´cidos de alta complejidad. Estas difieren ligeramente de las estructuras no globulares que con-
tienen secuencias al azar aleatorio. Los algoritmos SEG [18], CAST [14] o GBA [10] son me´todos en
general eficaces para discriminar entre regiones globulares y no globulares de forma automa´tica. Los
ana´lisis estad´ısticos realizados en secuencias de prote´ınas muestran que aproximadamente una cuarta
parte de los aminoa´cidos forman parte de regiones de baja complejidad y que ma´s de la mitad de las
prote´ınas tienen al menos una de estas regiones.
Otras caracter´ısticas tenidas en cuenta en los ca´lculos Ab-initio son la hidrofobicidad y la carga neta
de la prote´ına. El esqueleto prote´ıco y las cadenas laterales de las prote´ınas se mueven constantemente
debido al movimiento te´rmico y a la energ´ıa cine´tica de los a´tomos. Este movimiento es dependiente del
cara´cter hidrofo´bico del segmento prote´ıco. Los me´todos basados en esta propiedad emplean ca´lculos
de la distribucio´n de factores-B en las estructuras cristalinas. Los factores-B reflejan la fluctuacio´n de
los a´tomos sobre sus posiciones promedio y proporcionan informacio´n importante sobre la dina´mica
de la prote´ına. Estos ca´lculos usan regresiones vectoriales tipo SVR (Support Vector Regression).
Los enfoques computacionales para predecir el movimiento te´rmico son u´tiles para el ana´lisis de las
propiedades dina´micas de prote´ınas con estructuras desconocidas y por tanto para PIDs. Las regiones
desordenadas son raramente hidrofo´bicas y presentan una alta probabilidad de fluctuacio´n.
La carga neta influye en la capacidad de los polipe´ptidos de una prote´ına en formar contactos estabili-
zantes. En las prote´ınas globulares existen un gran nu´mero de interacciones inter-residuos, que aportan
la energ´ıa estabilizadora para superar la pe´rdida de entrop´ıa durante el plegamiento. Por el contrario,
en PIDs las secuencias no tienen la capacidad de formar suficientes interacciones inter-residuos. Las
regiones desordenadas muestran una alta carga neta.
Las redes neuronales artificiales son tambie´n usadas para desarrollar me´todos de prediccio´n de desor-
den en prote´ınas. Estos me´todos predicen, a partir de una secuencia de prote´ına, la probabilidad de
encontrar segmentos desordenados.
13.3.1. Me´todos bioinforma´ticos de prediccio´n de desorden
En la u´ltima de´cada ma´s de una veintena de me´todos bioinforma´ticos se han desarrollado para predecir
regiones desordenadas o desestructuradas a partir de la secuencia de una prote´ına (ej. DisEMBL,
DISOPRED2, DRIPPRED, DISpro, FoldIndex, GlobProt2, IUPred, PONDR, RONN, SPRITZ, entre
otros). La clave del e´xito de estos programas bionforma´ticos reside en que la secuencia de aminoa´cidos
no so´lo determina la estructura tridimensional de una prote´ına, sino tambie´n la ausencia de la misma.
A continuacio´n se detallan (en un orden arbitrario) algunos de ellos y se muestran, en algunos casos,
los resultados que proporcionan en su formato de salida. Es interesante mencionar que estos me´todos
computacionales se pueden utilizar directamente a trave´s de sus propios servidores web o bien se
pueden descargar en servidores locales (segu´n permisos de licencia). Las predicciones obtenidas por
cada uno de estos me´todos son dif´ıciles de comparar entre s´ı debido a las diferencias existentes entre
los para´metros y/o variables que manejan (ej. factores-B, regiones sin coordenadas en archivos PBD,
etc). Los experimentos CASP1 son una valiosa herramienta que permite obtener una validacio´n de estos
me´todos.
1CASP. http://predictioncenter.org
DisEMBL
DisEMBL2 es un me´todo basado en redes neuronales artificiales que contempla los siguientes tres
criterios para definir las regiones PID. Las regiones PID pueden ser: i) bucles flexibles (loops/coils)
tal como los define Kabsch y Sander (1983). Los aminoa´cidos presentes en los bucles flexibles no son
frecuentes en regiones estructuradas tales como he´lices α (H), he´lices 310 (G) o la´minas β (E). Sin
embargo, es importante sen˜alar que los bucles flexibles no necesariamente son regiones desordenadas o
desestructuradas, aunque el desorden so´lo se encuentra en estas regiones flexibles. ii) bucles “calientes”
con un alto grado de movilidad determinada a partir de factores de temperatura Cα (factores-B).
Este tipo de bucles son un subgrupo de los bucles flexibles pero con una alta dina´mica an˜adida.
iii) coordenadas en estructuras de rayos-X, definidas como entradas REMARK465 en archivos PDB
(Protein Data Bank), sin mapa de densidad electro´nica. Las regiones ausentes en archivos PDB se
consideran por tanto desordenadas o desestructuradas. DisEMBL adema´s proporciona un interfaz de
tuber´ıa para predicciones a gran escala, esenciales, por ejemplo, a escala de geno´mica estructural [11].
Ejemplo:
La interfaz web es fa´cil de usar. En primer lugar hay que introducir la prote´ına problema, bien
por su co´digo (SWISS-PROTSWALL, ej. P61313) o entrada (ej. RL15 HUMAN), o bien por la
secuencia de aminoa´cidos, ver Figura 13.3.
>sp|P61313|RL15_HUMAN 60S ribosomal protein L15
MGAYKYIQELWRKKQSDVMRFLLRVRCWQYRQLSALHRAPRPTRPDKARRLGYKAKQGYV
IYRIRVRRGGRKRPVPKGATYGKPVHHGVNQLKFARSLQSVAEERAGRHCGALRVLNSYW
VGEDSTYKFFEVILIDPFHKAIRRNPDTQWITKPVHKHREMRGLTSAGRKSRGLGKGHKF
HHTIGGSRRAAWRRRNTLQLHRYR
Figura 13.3: Sequencia de la prote´ına ribosomal L15 humana.
El resultado de salida muestra: i) una gra´fica que representa la probabilidad de desorden a lo
largo de la secuencia para cada uno de los criterios que definen las regiones PID (bucles flexibles,
bucles “calientes” o entradas REMARK465 sin coordenadas en archivos PDB), Figura 13.4. Las
l´ıneas horizontales corresponden al nivel de expectativa aleatoria para cada prediccio´n. ii) tres
salidas de texto con las secuencias en las que esta´n marcados los aminoa´cidos que cumplen cada
uno de los criterios.
DISOPRED2
DISOPRED23 identifica regiones PID en base a la informacio´n obtenida de 750 secuencias no redun-
dantes con estructuras de rayos-X de alta resolucio´n. El desorden se identifica con aquellos aminoa´cidos
que tienen coordenadas sin mapa de densidad electro´nica. Para cada prote´ına problema se genera un
perfil de secuencia usando el motor de bu´squeda PSI-BLAST contra una base de datos de secuencia
filtrada. El vector de entrada para cada aminoa´cido se construye a partir de los perfiles de una ventana
sime´trica de 15 posiciones [17]. DISOPRED2 se diferencia de otros me´todos en que esta´ entrenado
directamente sobre las secuencias prote´ıcas no sobre la composicio´n de aminoa´cidos.
Ejemplo:
2DisEMBL. http://dis.embl.de
3DISOPRED2. http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/disopred
Figura 13.4: Gra´fica de salida de DisEMBL para la prote´ına RL15.
La interfaz web es fa´cil de usar. En primer lugar hay que introducir la secuencia de aminoa´cidos
de la prote´ına problema (Figura 13.3).
Los resultados de salida presentan diferentes formatos: i) una gra´fica que representa la probabi-
lidad de desorden a lo largo de la secuencia, Figura 13.5. ii) un archivo de texto con la secuencia
donde se marcan con un asterisco los residuos desordenados. iii) un archivo de texto con todos
los aminoa´cidos que contiene la secuencia y la probabilidad de desorden asociada.
FoldIndex
FoldIndex4 predice si una secuencia de prote´ına es intr´ınsecamente desordenada en base al algoritmo
propuesto por Uversky y col. (2000) que considera el promedio de la hidrofobicidad de cada residuo y la
carga neta de la secuencia. FoldIndex© tiene una tasa de error comparable a la de los ma´s sofisticados
me´todos de prediccio´n. Usa ventanas correderas que permiten la identificacio´n de grandes regiones
dentro de una prote´ına con plegamientos diferenciables a los de la prote´ına completa [13].
Ejemplo:
La interfaz web es fa´cil de usar. En primer lugar hay que introducir la secuencia de aminoa´cidos
de la prote´ına problema (Figura 13.3).
En la Figura 13.6 se puede ver el tipo de resultados que proporciona este programa.
4FoldIndex. http://bip.weizmann.ac.il/fldbin/findex
Figura 13.5: Gra´fica de salida de DISOPRED2 para la prote´ına RL15.
Figura 13.6: Gra´fica de salida de FoldIndex para la prote´ına RL15.
IUPred
IUPred5 se basa en la estimacio´n de la capacidad de los polipe´ptidos en formar contactos estabilizantes.
Las PIDs no tienen la capacidad de formar suficientes interacciones inter-residuos. Este me´todo usa
una expresion cuadra´tica para la composicio´n de aminoa´cidos que tiene en cuenta que la contribucio´n
de un aminoa´cido (tanto ordenado como desordenado) depende no so´lo de sus propiedades qu´ımicas
sino tambie´n de su entorno en la secuencia, incluyendo sus potenciales de interaccio´n. Las energ´ıas
de secuencias estimadas con regiones PID claramente se desplazan hacia energ´ıas menos favorables en
comparacio´n con prote´ınas ordenadas [4].
IUPred, a diferencia de otros me´todos, ofrece 3 tipos diferentes de prediccio´n: i) segmentos desordenados
largos (>30 residuos consecutivos); ii) segmentos desordenados cortos (<30 residuos consecutivos); iii)
dominios estructurados. IUPred tambie´n incorpora la herramienta ANCHOR que predice regiones de
interaccio´n con otras prote´ınas o mole´culas en el segmento de secuencia desordenada. Estas regiones
funcionan como una via de transicio´n desorden-orden durante la interaccio´n con una prote´ına globular.
Ejemplo:
La interfaz web es fa´cil de usar. En primer lugar hay que introducir la secuencia de aminoa´cidos
de la prote´ına problema (Figura 13.3).
Los resultados de salida presentan diferentes formatos: i) una gra´fica que representa la probabi-
lidad de desorden a lo largo de la secuencia (Figura 13.7). ii) un archivo de texto con todos los
aminoa´cidos que contiene la secuencia y la probabilidad de desorden asociada. Estos formatos
son similares a los que produce DISOPRED2.
Figura 13.7: Gra´fica de salida de IUPred para la prote´ına RL15.
PONDR
PONDR®6 funciona a partir de datos de secuencia primaria solamente y esta´ basado en ca´lculos de
redes neuronales utilizando ventanas generalmente de 21 aminoa´cidos. Propiedades como la composicio´n
de aminoa´cidos y la hidropaticidad se calculan sobre estas ventanas, y los valores son entradas del
5IUPred. http://iupred.enzim.hu
6PONDR®. http://www.pondr.com
programa. La red neuronal, que esta´ ensayada para conjuntos espec´ıficos de secuencias ordenadas o
desordenadas, devuelve un valor para el aminoa´cido central de la ventana. Las predicciones son refinadas
sobre un ancho de ventana de 9 aminoa´cidos [15].
PONDR-FIT 7 incorpora meta-predicciones como resultado de un consenso de predicciones de desorden
individuales. Se trata de un me´todo basado en el consenso de redes neuronales artificiales que mejora la
exactitud de la prediccio´n en un rango del 3 al 20 % comparado con predicciones individuales. Un ana´lisis
de error muestra que la exactitud del me´todo es peor cuando se analizan regiones desordenadas de corta
longitud (L < 10aa) o amino a´cidos localizados en los bordes de los segmentos ordenados/desordenados
[19].
D2P2
D2P2 es una base de datos de predicciones de PIDs8. Incluye las predicciones de una bater´ıa de me´todos
y sus variantes, tales como VL-XT, VSL2b, PrDOS, PV2, Espritz y IUPred sobre las secuencias de
prote´ınas de 1765 genomas completos [12]. Adema´s integra los resultados de todas las predicciones de
dominios SCOP (mayoritariamente estructurados) usando la prediccio´n de SUPERFAMILY. Esta base
de datos proporciona una visio´n de la distribucio´n geno´mica de PIDs y su historia evolutiva.
13.4. Composicio´n, distribucio´n y funcio´n de las prote´ınas desorde-
nadas
Las PIDs, en general, se caracterizan por una baja complejidad en su secuencia de aminoa´cidos. Tie-
nen un bajo contenido en aminoa´cidos de tipo hidrofo´bico (Val, Leu, Ile, Met, Phe, Trp, Tyr), que
suelen formar parte del esqueleto de prote´ınas globulares compactas, y tienen una alta proporcio´n de
aminoa´cidos cargados y polares (Gln, Ser, Pro, Glu, Lys, y ocasionalmente Gly y Ala). Tales regiones
son muy frecuentes en prote´ınas reguladoras transcripcionales (factores de transcripcio´n) que hoy se
reconocen como prote´ınas PID. Los ana´lisis de datos de secuencia en genomas completos indican que
las PIDs son altamente prevalentes y que su proporcio´n aumenta con la complejidad de los organismos.
La composicio´n de nucleo´tidos de los genes que codifican para las PIDs tienen un elevado contenido
GC (guanina y citosina). En bacterias valores altos de GC resultan en un aumento del contenido de
Gly, Ala, Arg y Pro, mientras que contenidos bajos de GC derivan en un enriquecimiento de Phe, Tyr,
Met, Ile, Asn y Lys. El primer grupo de aminoa´cidos se encuentra sobrerrepresentado en regiones PID,
por lo que es de esperar que valores altos de GC resulten en un aumento significativo de desorden. Este
tipo de correlacio´n tambie´n se ha observado en organismos eucariotas superiores [21].
Las predicciones realizadas con diferentes me´todos computacionales estiman que el 30-60 % de las pro-
te´ınas en organismos eucariotas contienen segmentos desordenados de longitud superior a 30 aminoa´ci-
dos. En Archaea y bacterias la prevalencia es menor (2-18 %). Estas predicciones se han realizado
utilizando los proteomas completos disponibles [6]. Los porcentajes que se han calculado para los pro-
teomas de plantas no difieren de los determinados en otros eucariotas. Sin embargo, cuando en plantas
se examinan por separado los proteomas cloropla´sticos, mitocondrial y nuclear se encuentran diferen-
cias. Los proteomas cloropla´stico (2-11 %) y mitocondrial (2-19 %) tienen mucho menos desorden que el
nuclear, con valores similares a los presentes en Archaea y bacterias, de acuerdo con su origen filogene´ti-
co. Por otra parte, es interesante sen˜alar que cuando se examina el patro´n de transferencia ge´nica entre
7PONDR-FIT. http://www.disprot.org/pondr-fit
8D2P2. http://d2p2.pro/
el cloroplasto y el nu´cleo durante la evolucio´n, nos encontramos que los genes de origen cloropla´stico,
que son ahora codificados por genes nucleares, han adquirido desorden. Por tanto, la dina´mica evolutiva
del nu´cleo en plantas an˜ade segmentos de desorden, a excepcio´n de las prote´ınas que son codificadas en
ambos genomas, debido posiblemente a restricciones funcionales [20]. Las PIDs tambie´n se encuentran
en organismos ma´s sencillos como los virus. Los fagos, virus especializados en infectar bacterias, se
adhieren a la membrana de una ce´lula hue´sped mediante prote´ınas que se mantienen unidas al cuerpo
del fago por medio de regiones conectoras flexibles.
Las PIDs desempen˜an funciones importantes y ba´sicas en la ce´lula, la mayor´ıa asociadas con procesos
de regulacio´n, que incluyen la transcripcio´n, la translacio´n, la transduccio´n de sen˜al, la fosforilacio´n, la
regulacio´n del ensamblaje de multicomplejos (ej. ribosoma) donde se requieren interacciones altamente
espec´ıficas y de baja afinidad, entre otros. Por tanto, las PIDs esta´n mayoritariamente asociadas a
funciones reguladoras y de sen˜alizacio´n, que son importantes en la comunicacio´n celular y la respuesta
celular a diversos est´ımulos. Estas funciones adquieren un mayor protagonismo en organismos eucariotas
donde la complejidad de los sistemas celulares es superior. Esta observacio´n puede explicar la correlacio´n
positiva entre desorden y complejidad.
La diversidad funcional de las PIDs complementa a la de las prote´ınas estructuradas. Las regiones
PID participan en interacciones prote´ına-prote´ına, en el ensamblaje de complejos multi-prote´ıcos y en
mu´ltiples actividades de las prote´ınas. Las prote´ınas con actividad chaperona tienen alta proporcio´n
de regiones PID. Lo mismo ocurre con las regiones de unio´n espec´ıfica a ADN, como son los elemen-
tos cis, o los zinc-finger. Intuitivamente se puede pensar que una mayor flexibilidad y capacidad de
interaccio´n entre mole´culas confiere a los organismos de una ventaja evolutiva. A mayor complejidad
mayor capacidad de establecer interacciones. Esta caracter´ıstica permite la adaptacio´n a diferentes
condiciones del entorno, haciendo que la red de interacciones sea menos sensible a cambios ambientales
y continu´e su normal funcionamiento, facilita tambie´n la unio´n a diversas dianas y a su vez el control
sobre la afinidad de esa unio´n, ajustando de esta forma el tiempo de transmisio´n de la sen˜al segu´n las
necesidades. Las caracter´ısticas dina´micas de las prote´ınas desordenadas aceleran el proceso de unio´n,
lo que puede resultar crucial en las condiciones t´ıpicas de baja concentracio´n de prote´ınas involucradas
en procesos de regulacio´n. As´ı, es importante mencionar la hipo´tesis segu´n la cual las prote´ınas desor-
denadas ayudan a la eficiente propagacio´n de las sen˜ales celulares ya que la superficie de interaccio´n
(con otra mole´cula) por longitud de cadena pept´ıdica es muy superior a la encontrada en las prote´ınas
de estructura definida, debido de nuevo a su flexibilidad que da lugar a una cadena ma´s expandida.
Es importante matizar que la complejidad de los organismos es un feno´meno en el que intervienen
mu´ltiples para´metros, no so´lo el desorden, sino tambie´n el taman˜o de los genomas, la capacidad de
regulacio´n por splicing alternativo, nu´mero de interacciones potenciales, especificidad de tejido, etc.
son a considerar [8, 16].
Las regiones PID tambie´n podemos encontrarlas conectando dominios o mo´dulos estructurados, en
este caso se trata de fragmentos significativamente largos (¿30 aminoa´cidos) carentes de estructura. En
algunos casos estas regiones participan activamente en la funcio´n de la prote´ına entera por estar direc-
tamente involucradas en la zona de interaccio´n. En otros casos estas regiones, por un lado, incrementan
la movilidad de los dominios estructurados, y por otro, establecen una orientacio´n predeterminada entre
ellos, modulando de forma pasiva las posibilidades de interaccio´n de los mismos. Se ha propuesto que
los segmentos desordenados de unio´n inter-dominio incrementan la velocidad con la que se producen
grandes cambios conformacionales entre los mo´dulos, facilitando de nuevo la transmisio´n de sen˜ales
dentro del entorno
Para terminar esta seccio´n comentaremos algunos resultados recientes obtenidos de estudios bioin-
forma´ticos a nivel de geno´mica comparada. Estos estudios permiten clasificar las regiones desordena-
das en tres tipos: a) regiones donde el desorden esta´ conservado entre organismos pero la secuencia de
aminoa´cidos ra´pidamente cambia por procesos evolutivos (desorden flexible); b) regiones de desorden
conservado con alta conservacio´n de la secuencia (desorden conservado); c) desorden no conservado. El
primer tipo estar´ıa asociado principalmente a rutas de sen˜alizacio´n celular y multifuncionalidad y el
segundo a procesos de unio´n a ARN y a prote´ınas de tipo chaperona. Por el momento se desconoce la
relevancia del tercer tipo [3].
13.5. Enfermedades asociadas a prote´ınas desordenadas
Numerosas PIDs esta´n relacionadas con diversas enfermedades, algunas neurogenerativas (alzhe´imer
y parkinson), ca´ncer, cardiovasculares, diabetes, encefalopat´ıas espongiformes transmisibles. Mediante
estudios bioinforma´ticos se ha encontrado que el 79 % de las prote´ınas asociadas con el ca´ncer contienen
regiones desordenadas de ma´s de 30 aminoa´cidos [9]. Por el contrario, so´lo el 13 % de prote´ınas de un
conjunto con estructuras ordenadas bien definidas conten´ıan tales regiones de desorden predichas. La
presencia de desorden en varias prote´ınas relacionadas con el ca´ncer se ha observado experimentalmente.
Algunos ejemplos son: la prote´ına p53 (que participa en la red de sen˜alizacio´n que regula la expresio´n de
genes), AFP (alfa-Fetoprote´ına que participa en la regulacio´n de la divisio´n ce´lula), BRCA1 (prote´ına
de la susceptibilidad al ca´ncer de mama), miembros de la familia Bcl-2 (implicadas en la muerte
celular programada). El ejemplo ma´s estudiado es la prote´ına supresora de tumores p53 que realiza su
funcio´n reguladora interaccionando con otras mu´ltiples prote´ınas. Aproximadamente el 70 % de esas
interacciones esta´ mediado por sus regiones desordenadas, bien a trave´s de mutaciones o por cualquier
otro factor. Si p53 pierde su funcio´n, la ce´lula t´ıpicamente se convierte en cancerosa.
Los ana´lisis realizados en otras patolog´ıas han revelado resultados parecidos a los obtenidos en ca´ncer.
Estudios bioinforma´ticos en los proteomas de los virus del papiloma humano indican que las prote´ınas
de los virus considerados de alto riesgo para el desarrollo de carcinomas contienen ma´s regiones desor-
denadas que las prote´ınas homo´logas en virus no malignos.
En el caso de enfermedades cardiovasculares se ha calculado que un 61 % de las prote´ınas relacionadas
son PIDs. Este porcentaje es pro´ximo al calculado para prote´ınas de sen˜alizacio´n (66 %) y es significa-
tivamente ma´s alto que el promedio calculado de PIDs en organismos eucariotas (30-60 %). Este alto
porcentaje de PIDs sugiere que podr´ıan ser esenciales para la funcio´n de las prote´ınas que intervienen
en los procesos relacionados con esta enfermedad, adema´s de para su control y regulacio´n. Los datos
disponibles sobre PIDs en enfermedades cardiovasculares indican que hay una buena correlacio´n entre
las observaciones experimentales realizadas y los resultados de prediccio´n.
Una de las caracter´ısticas de la diabetes de tipo II (diabetes mellitus) es la formacio´n de depo´sitos ami-
loides en los islotes de Langerhans del pa´ncreas como respuesta a la disminucio´n progresiva de la accio´n
de la insulina. Esto produce un aumento inicial de la cantidad de hormona, aunque posteriormente de-
cae provocando el aumento de los niveles de glucosa en sangre. La prote´ına amilina es el componente
principal de estos agregados amiloides. Se trata de una pequen˜a prote´ına totalmente desordenada que
sufre un cambio conformacional y adquiere cierto grado de estructura para posteriormente dar lugar a
la formacio´n de los depo´sitos.
Las encefalopat´ıas espongiformes transmisibles se producen por la acumulacio´n de agregados de una
prote´ına llamada Prion. Un ejemplo de este tipo de patolog´ıa es la encefalopat´ıa espongiforme bovina
o enfermedad de las vacas locas. La prote´ına Prion consta de dos dominios, uno estructurado y otro
desordenado. El primero sufre un profundo cambio conformacional que es parcialmente responsable de
los feno´menos de agregacio´n. En los procesos de interaccio´n y unio´n con las prote´ınas Prion el dominio
desestructurado juega un papel importante.
El Alzheimer esta´ asociado a la acumulacio´n de depo´sitos proteicos con diferentes caracter´ısticas mor-
folo´gicas conocidos como depo´sitos amiloides, placas seniles y ovillos neurofribrilares. Las placas seniles
se generan por la agregacio´n de las prote´ınas amiloide β y τ . La prote´ına amiloide β antes de la agre-
gacio´n carece de estructura y sufre un proceso de compactacio´n previo a la asociacio´n. En el estado
agregado se convierte en neuroto´xica. Algo similar le ocurre a la prote´ına τ . Antes de la agregacio´n en
ovillos la prote´ına τ es mayoritariamente desordenada y se agrega tras sufrir un proceso de plegamiento
parcial. Otras enfermedades neurodegenerativas, como las sinucleinopat´ıas se caracterizan tambie´n por
la formacio´n de agregados fibrilares, concretamente de la prote´ına alfa-sinucle´ına. Se ha comprobado
que en condiciones fisiolo´gicas la prote´ına alfa-sinucle´ına esta´ desordenada casi en su totalidad. Cuando
var´ıan las condiciones de pH y temperatura, la alfa-sinucle´ına es capaz de variar su conformacio´n adop-
tando diversos grados de estructuracio´n y de agregacio´n. Los agregados pueden presentar morfolog´ıas
muy variables; esferas, fibras y cu´mulos amorfos.
Las interconexiones entre el desorden intr´ınseco, la sen˜alizacio´n celular y enfermedades humanas sugie-
ren que las enfermedades conformacionales pueden deberse no so´lo al plegamiento ano´malo de prote´ınas,
sino tambie´n a errores en la identificacio´n y la sen˜alizacio´n, as´ı como a feno´menos de plegamiento no
natural o no nativo. La mayor´ıa de prote´ınas que conocemos tienen una determinada conformacio´n y
a menudo llevan a cabo una u´nica funcio´n. Las PID, sin embargo, son multifuncionales. Al no tener
pra´cticamente estructura son muy flexibles lo que les permite interactuar con otras muchas prote´ınas
del organismo, de aqu´ı que ocupen posiciones clave dentro de las ce´lulas. Entender su dinamismo, sa-
ber con que´ prote´ınas se relacionan y saber de que´ manera lo hacen es clave para poder avanzar en
el disen˜o de fa´rmacos espec´ıficos. En los u´ltimos an˜os se esta´ realizando un importante esfuerzo para
descubrir pequen˜as mole´culas que puedan reconocer prote´ınas PID y modificar su funcio´n. En este
sentido las prote´ınas PID presentan dos problemas cr´ıticos para el desarrollo de drogas eficaces. Debido
a la plasticidad en su capacidad de unio´n, una mole´cula podr´ıa unirse a la prote´ına diana y a varias
otras cuya funcio´n no se desea alterar. Tambie´n es posible que la prote´ına diana reconozca diversas
zonas de unio´n en la misma prote´ına que modifiquen la funcio´n con resultados diferentes. Por tanto se
necesitan realizar estudios en profundidad para resolver estas cuestiones.
El descubrimiento de mole´culas capaces de inhibir con cierta especificidad la interaccio´n entre las pro-
te´ınas c-Myc y Max es un hecho esperanzador para avanzar en el disen˜o de fa´rmacos. Ambas prote´ınas
son factores de transcripcio´n. En particular, c-Myc activa la expresio´n de hasta el 15 % de los genes
humanos. La funcio´n de c-Myc afecta por tanto importantes procesos biolo´gicos como la proliferacio´n
celular, la diferenciacio´n y la muerte celular programada. La disfuncio´n de c-Myc es responsable de
numerosos tipos de ca´ncer humano. Max es capaz de homodimerizar y de interaccionar con otros fac-
tores de transcripcio´n como c-Myc. El complejo c-Myc/Max tiene afinidad por determinadas zonas del
ADN y esta unio´n favorece el proceso de transcripcio´n. c-Myc y Max son prote´ınas desordenadas en
su estado libre que adquieren estructura al unirse entre s´ı. Conseguir inhibir la formacio´n del complejo
y alterar su funcio´n es un objetivo importante para futuras terapias contra el ca´ncer.
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